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乌 类 应 激 检测 方法 探讨 


E mI 


(北京 林业 大 学 ， 自 然 保 护 区 学 院 ， 北 京 100083) 


摘 要: 糖 皮 质 激素 (GC) 可 以 用 来 反映 鸟 类 的 应 激 水 平 、 监 测 鸟 类 的 应 激 状况 ， 进 而 了 
解 环 境 对 鸟 类 生存 和 繁殖 的 影响 。 以 往 的 研究 


质 激素 检测 的 材料 ， 但 目前 在 我 国 主要 采用 


1， 血 液 、 凑 便 以 及 羽毛 均 可 作为 乌 类 糖 皮 
液 和 凑 便 ， 而 对 羽毛 糖 皮 质 激素 的 检测 及 其 


生态 学 研究 尚 属于 空白 ， 需 要 对 激素 的 检测 方法 进一步 完善 。 本 文 介绍 了 血液 、 凑 便 和 羽 


毛 这 3 种 采样 技术 的 研究 进展 ， 包 括 每 种 采样 技术 的 优 缺 点 、 影 响 检 测 的 因素 ， 论 述 了 羽 
毛 作 为 一 项 非 损伤 或 微 损 伤 采样 技术 在 乌 类 应 激 监测 中 的 重要 性 ， 并 建议 在 激素 研究 中 ， 
羽毛 的 采样 技术 可 以 作为 血液 和 养 便 采 样 的 补充 手段 ， 而 不 是 替代 手段 。 在 此 基础 上 ， 本 


文 还 就 羽毛 糖 皮质 激素 检测 的 应 用 展开 了 探讨 ， 其 形成 机 制 及 其 生态 学 意义 是 未 来 研究 的 


重点 。 


关键 词 : 糖 皮质 激素 ， 应 激 ， 皮质 酮 ， 羽毛; 


中 图 分 类 号 : 文献 标识 码 : ”文章 编号 : 


加 拿 大 生理 学 家 Selye lik FAMA 


行 了 研究 ， 他 指出 ， 当 面 对 环 境 应 激 源 时 ， 动 物 


机 体 为 了 克服 外 界 和 内 部 的 各 种 异常 刺激 而 产生 应 激 反应 ， 从 而 保持 机 体 在 极端 条 件 下 的 
平衡 。 随 后 ， 关 于 动物 应 激 的 研究 越 来 越 多 ， 其 中 应 激 研 究 的 指标 包括 糖 皮质 激素 


(glucocorticoid, GC) 水 平 、 免 疫 功能 、 


代谢 


着 糖 皮质 激素 展开 。 糖 皮质 激素 是 由 下 丘脑 - 习 


Jeu 
^ BA | 


E 体 - 晴 


衡 等 所 ， 在 乌 类 相关 研究 中 主要 围绕 
上 腺 皮质 CHPA) 轴 和 刺激 肾上腺 皮质 


而 分 泌 的 B， 被 视 为 应 激 激 素 ， 因 为 当 动物 处 于 应 激 状 态 时 ， 血 浆 中 糖 皮 质 激 素 水 平 必然 
升 高 向 ， 因 此 糖 皮 质 激素 水 平 被 作为 重要 的 应 激 指标 来 反映 应 激 水 平 。 乌 类 分 泌 的 糖 皮质 
激素 有 95% 以 上 是 皮质 酮 , 其 水 平 的 变化 会 对 动物 机 体 造 成 影响 。 糖 皮质 激素 的 分 泌 增 加 、 
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水 平 升 高 在 短期 正常 范围 内 是 有 益 的 ， 使 得 动物 机 体 在 行为 和 生理 上 发 生 一 系列 反应 以 应 


对 应 激 源 ， 有 利于 动物 摆脱 生命 危险 59。 然 而 ， 对 HPA $ 


素 水 平 上 升 ， 动 物 机 体 长 期 处 于 应 激 状 况 下 会 对 其 健康 造成 


的 认 知 能 力 四 、 免 疫 能 力 B-31、 


物 的 种 群 动态 00。 对 激素 的 测定 可 以 帮助 我 们 了 解 恶劣 气候 、 食 物资 源 匮乏 、 


体质 量 四 和 繁殖 能 力 b0， 进 而 


的 长 期 慢性 刺激 ， 使 糖 皮 质 激 
很 大 的 不 利 影响 ， 如 降低 机 体 
降低 存活 率 ， 从 而 影响 野生 动 
甫 食 者 的 攻 


击 铭 吓 、 种 间 竞 争 以 及 人 类 对 栖息 地 的 破坏 是 如 何 影响 野生 动物 的 生存 和 繁殖 的 0219。 


早期 的 糖 皮质 激素 检测 主要 是 采集 动物 的 血液 样本 ， 这 


也 是 应 用 最 广泛 的 采样 技术 ， 


然而 这 样 的 过 程 对 鸟 类 是 一 个 干扰 和 刺激 ， 会 使 糖 皮 质 激素 水 平 在 短 时 间 内 升 高 ， 从 而 使 


得 检测 到 的 不 是 “基础 糖 皮质 激素 ”水 平 ， 同 时。 在 野外 条 件 下 快速 获得 


液 样品 也 是 很 难 


实现 的 。 这 些 限制 ， 使 得 一 些 新 的 长 期 监测 手段 相继 发 展 ， 如 对 排泄 物 中 糖 皮质 激素 的 代 


谢 产 物 以 及 羽毛 中 皮质 酮 水 平 的 检测 (21。 但 目前 ， 在 我 国 对 


血液 和 装 便 ， 对 羽毛 糖 皮 质 激 素 的 检测 及 其 生态 学 下 


和 羽毛 这 3 种 采样 技术 入 手 ， 


乌 类 应 油状 况 的 监测 主要 通过 


介绍 当前 糖 皮 质 激素 检测 的 


监测 提供 一 定 的 参考 ， 为 野生 乌 类 保护 作出 一 点 贡献 。 


1 糖 皮 质 激素 的 测定 手段 


1.1 血液 样本 中 激素 水 平 的 测定 


Fe te) 


空白 。 本 文 将 从 血液 、 凑 便 
FEMUR, BEN SAD 


液 糖 皮 质 激 素 可 以 反映 出 鸟 类 游离 态 的 和 总 的 糖 皮质 激素 水 平 ， 包 括 基 础 的 和 应 激 


诱导 状态 下 产生 的 09。 


动物 


奖 和 血清 中 糖 皮质 激素 水 平 是 相同 的 09， 
的 ， 在 -20 'C 下 保存 数 十 年 也 不 会 变质 中 ， 为 了 保证 试验 数据 的 准确 性 ， 


而 且 也 是 极其 稳定 


竺 议 把 捕 所 后 激 


素 检 测 的 时 间 拟 定 为 5 min. 至 数 小 时 内 20。 乌 类 血液 样本 的 采集 一 般 采 用 恤 下 静脉 采血 的 
方法 9， 采 集 以 后 在 -20 'C 条 件 下 保存 ， 并 且 在 24 h 内 完成 离心 中 ， 以 尽 可 能 的 减少 激素 


HV. EI 


液 中 糖 皮 质 激 素 的 水 了 


材料 有 2 个 方面 的 优势 : 第 


而 不 是 被 分 解 或 者 排泄 出 的 代谢 物 中 


4 


， 直 接 测定 的 是 骨 上 腺 皮质 的 
可 以 同时 收集 


Ae — 


zB —e 


类 的 状态 进行 综合 评估 ， 包 括 皮 质 酮 结合 蛋白 〈CBG ) P4, 


Me 


胞 /淋巴 细胞 B81、 免疫 球 蛋 


以 上 这 些 指标 都 会 随 着 动物 对 


ESI DU UNES 


应 激 源 的 反应 而 改变 。 测 定 


一 般 为 几 纳 克 /毫升 oag/mL)P3]。 使 用 血液 作为 测定 


产物 一 一 糖 皮 质 激素 的 水 平 ， 
一 整套 的 血液 成 分 ， 从 而 对 乌 
棕榈 酸 酯 和 葡萄 糖 P、 中 性 粒 


p42、 孕 酮 bj、 肉 二 醇 60 等 ， 


液 糖 皮质 激素 水 平 是 最 常用 的 
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手段 ， 然 而 它 却 不 是 最 有 效 的 方法 ， 甚 至 有 时 候 是 不 必要 的 BU。 血液 糖 皮质 激素 水 平反 映 


地 是 动物 短 时 期 内 糖 皮 质 激 素 水 平 的 变化 ， 而 不 是 对 一 段 时 间 《〈 几 天 至 几 周 ) 内 糖 皮质 激 


素 水 平 的 综合 检测 09。 


影响 血液 中 糖 皮质 激素 检测 的 因素 包括 如 下 7 个 方面 : 1) 样本 的 可 信 度 。 最 大 的 问题 


是 研究 人 员 在 捕捉 和 处 理 过 程 中 会 引发 应 激 反 应 ， 由 于 样品 采集 以 及 试验 者 诱发 激素 释放 


是 可 能 产生 的 问题 ， 最 终 只 能 


一 般 在 施加 应 激 源 15-30 min 


通过 比较 3 和 4 min 内 采集 的 


反映 短 时 间 范 畴 内 糖 皮 质 激素 的 状况 03。 糖 皮质 激素 的 水 平 


内 达到 最 大 值 ， 在 60-90 min 内 恢复 到 基本 水 平 63。 有 研究 


液 样本 ， 发 现 它 们 之 间 的 差异 较 小 ， 结 果 相 似 ， 均 为 基础 


的 糖 皮 质 激素 水 平 B1。 因 此 ， 


为 了 尽 可 能 的 使 测定 的 激素 为 “基础 糖 皮质 激素 *"， 必 须 在 动 


物 被 捕捉 后 3 一 5 min 内 进行 血样 采集 283435], 但 在 野外 条 件 下 快速 获得 样本 是 很 难 实现 的 。 


2) 样本 量 。 以 血液 为 样本 时 


id 


， 一 般 采 集 50-100 uL 血液 B3， 一 些小 型 鸟 类 由 于 受 本 身 


量 的 限制 , 对 其 血液 采样 十 分 困难 。3 ) 难以 捕捉 。 对 于 一 些 离 岸 时 间 较 长 的 动物 , 如 海 乌 ， 


它 在 陆地 繁殖 时 间 较 短 ， 对 


液 样 本 的 采集 难以 实施 09。4) 取样 频率 。 对 动物 频繁 的 捕 


捉 和 采集 血液 样本 ， 会 使 它们 习惯 这 样 的 处 理 ， 从 而 减少 应 激 反应 B9。5) 季节 性 (生理 


期 ) 的 变化 。 血 浆 中 基础 的 和 应 激 性 的 皮质 酮 水 平 随 着 季节 变化 而 变化 B1。6) 血液 糖 皮 


质 激素 水 平 在 不 同时 间 点 有 波动 ， 受 昼夜 节律 ， 或 者 其 他 小 的 干扰 引起 的 短期 变化 影响 较 


Kel, 7) 光 周 期 的 变化 。 血 清 皮 质 酮 水 平 受 光 周 期 和 光 刺 激 的 影响 较 显 著 ， 中 光照 周期 条 


件 下 灰 文 鸟 (Lonchura oryzivora) 皮质 酮 激素 对 光 刺 激 的 响应 在 长 、 短 光照 周期 条 件 下 明 


ELAR AICS! 


1.2” 姜 便 样本 中 激素 水 平 的 测定 


代谢 


辩 便 采 样 作为 一 种 非 损 伤 采 样 技术 已 经 广泛 应 用 在 激素 的 检测 之 中 。 血 液 糖 皮质 激素 
普遍 通过 肝脏 代谢 ， 通 过 虹 脏 分 泌 进 入 尿 液 或 通过 胆管 进入 肠 道 B91， 形 成 凌 便 糖 皮 质 激素 
物 


(fecal glucocorticoid metabolites, FGM), FGM 水 平 与 血液 基础 糖 皮质 激素 水 平 密切 


相关 ， 它 反映 了 血液 基础 游离 糖 皮质 激素 水 平 的 变化 情况 M9， 故而 FGM 水 平 作为 一 个 有 


价值 的 非 损伤 性 采样 技术 而 获得 的 数据 ， 可 以 用 来 检测 激素 水 平 ， 反 映 动 物 的 应 激 状况 。 


姜 便 中 糖 皮质 激素 水 平 变化 滞后 于 血液 中 糖 皮 质 激素 水 平 变 化 ， 乌 类 的 滞后 时 间 一 般 是 


1-2 hl。 由 于 鸟 类 泄殖腔 的 特殊 构造 ， 凑 便 和 尿 液 是 一 起 排出 体外 的 ， 虽然 以 前 的 研究 建 
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议 收集 整个 凑 便 和 其 他 排泄 物 ， 但 糖 皮质 激素 水 平 在 它们 之 间 是 难以 界定 的 的 。 使 用 类 便 


样本 作为 测定 材料 ， 有 以 下 优势 : 第 一 ， 姜 便 采 样 作 为 一 项 非 损伤 性 
了 捕捉 ， 更 容易 获得 ， 可 降低 对 动物 的 干扰 BI， 第 二 ， 凑 便 中 糖 皮 


采集 血液 那样 对 动物 进 


=> 


采样 技术 ， 不 需要 像 


质 激素 水 平 变化 滞后 于 血液 中 糖 皮质 激素 水 平 变化 ， 采 集 姜 样 的 时 候 ， 糖 皮质 激素 已 经 存 


在 于 羔 便 之 中 区 40， 采 样 不 会 对 结果 造成 影响 ， 第 三 ， 辩 便 糖 皮质 激素 水 平反 映 的 是 一 段 
时 间 内 的 平均 水 平 ， 而 不 是 瞬时 水 平时 ;第 四 ， 凑 样 便于 频繁 、 连 续 采 集 ， 甚 至 长 期 采集 ， 


况 ， 并 可 监测 环境 压力 和 人 为 干扰 对 乌 类 产生 的 影响 4446]。 


有 利于 对 动物 应 激 状 况 进行 长 期 监测 B% 多 。 凑 便 不 能 像 血液 那样 提供 更 多 的 检测 指标 ， 不 
过 同样 的 凑 便 样本 除了 测定 糖 皮 质 激 素 外 ， 也 可 进行 基因 、 学 酮 、 孕 酮 、 雌 二 醇 、 免 疫 球 
蛋白 等 的 研究 由 4443。 研 究 指出 ， 姜 便 糖 皮质 激素 水 平 可 以 反映 乌 类 的 生殖 状况 、 免 疫 状 


影响 羔 便 中 糖 皮 质 激 素 检测 的 因素 表现 在 如 下 4 个 方面 : 1 ) 盖 便 采集 以 后 的 保存 条 件 
和 样品 的 新 鲜 程度 都 会 影响 糖 皮质 激素 水 平 测定 的 准确 性 , 因为 微生物 会 降解 糖 皮质 激素 ， 


还 有 室温 或 低温 条 件 下 酒精 保存 9、 风干 所 5 洒 、 立 即 提取 和 保存 在 


特别 是 在 野外 恶劣 环境 下 影响 更 大 ， 因 此 样品 采集 后 应 尽快 于 -20 “CHUL, Fab 


回 相 萃取 暗盒 5 的 方法 。 


2) 不 同 季节 ， 乌 类 食物 不 同 ， 可 能 会 改变 肠 道 微 生物 群落 ， 从 而 改变 糖 皮 质 激素 的 代谢 ， 
使 得 装 便 糖 皮质 激素 水 平 呈 季节 性 变化 号 ， 日 照 长 度 也 可 能 会 使 鸟 类 辩 便 糖 皮 质 激 素 水 平 
现 季 节 性 变化 Bl， 因 此 ， 在 长 期 监测 研究 中 ， 完 整 羔 便 样本 的 采集 极为 重要 。3) BA 


呈 
状 便 排泄 较 频 繁 ， 激 素 在 肠 道 中 停留 的 时 间 较 短 ， 姜 便 糖 皮质 激素 会 受 日 节律 的 影响 [， 


为 此 ， 对 应 激 反应 进行 监测 时 ， 应 取 同 一 时 间 段 内 的 盖 便 样品 来 进行 比较 分 析 53]。4) 对 


乌 类 养 便 中 糖 皮质 激素 进行 检测 时 ， 为 了 不 影响 测量 结果 的 准确 性 ， 


样本 量 干 重 至 少 要 有 


20 mg549， 这 对 于 小 型 乌 类 是 难以 实现 的 ,可 以 通过 1 d 内 多 次 采集 来 避免 样品 量 不 足 而 造 


成 的 影响 5。 然 而 ， 对 野生 鸟 类 类 便 的 取样 是 极其 困难 的 ， 很 多 乌 类 凑 便 的 量 很 少 ， 而 且 


不 容易 采集 。 
13 ”羽毛 样本 中 激素 水 平 的 测定 


Bortolotti 等 8 最 先 通过 检测 羽毛 皮质 酮 水 平 来 反映 鸟 类 的 内 分 泌 状 况 , 证 实 了 通过 羽 


毛皮 质 酮 水 平 来 反映 鸟 类 的 长 期 生理 应 激 状 况 是 可 行 的 ， 羽 毛 上 共有 再 生 能 力 ， 通 过 换 羽 或 


者 摘除 某 一 特定 位 置 的 羽毛 ， 一 段 时 间 以 后 新 的 羽毛 就 会 长 


HK» 


[e 


过 检测 其 羽毛 皮质 酮 
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水 平 ， 就 可 以 反映 出 这 段 时 间 内 鸟 类 的 应 激 水 平 。 生 长 羽毛 的 细胞 是 管 化 的 ， 
以 后 会 死亡 ， 羽 毛 生 长 过 程 中 激素 通过 血管 进入 到 羽毛 中 ， 羽 毛 角 


Chin 


ey epee 
axXIV 合 


成 熟 


质 化 以 后 激素 便 存储 在 


其 中 ,羽毛 皮质 酮 水 平反 映 了 羽毛 生长 期 间 基 础 的 和 应 


激 产生 的 糖 皮 质 激素 的 综合 水 平 B3。 


羽毛 对 动物 提供 了 最 长 时 间 的 糖 皮 质 激素 监测 样本 ， 其 缓慢 的 增长 意味 着 对 激素 提供 了 一 


个 时 间 尺 度 上 的 测量 , 这 个 时 间 段 取决 于 羽毛 的 生长 周 


期 通 


常 是 几 天 、 几 周 或 者 几 个 月 。 


目前 关于 羽毛 皮质 酮 的 形成 机 制 , 普遍 认同 的 是 Bortolotti 等 6 的 观点 ， 认 为 羽毛 中 的 皮质 


酮 来 自 于 血液 , 这 在 后 来 的 研究 当中 也 得 到 一 些 证 实 。Lattin SUZ 9 R AES CSturnus 


vulgaris) 的 肩 腥 骨 之 间 植 入 结晶 状 皮质 酮 ， 男 外 11 只 
长 期 间 ， 血 浆 皮 质 酮 水 平 与 羽毛 皮质 酮 水 平 有 对 应 关系 


作为 对 照 组 而 未 植 入 ， 发 现 羽 毛 生 


， 植 入 结晶 状 皮 质 酮 后 升 高 了 乌 类 


通过 外 源 植 入 物 来 增加 双色 树 燕 (Tuchycineta bicolor) 


日 龄 的 多 份 血液 样本 ， 在 动物 捕捉 4 min 内 采集 血液 作为 基础 皮质 酮 样本 ， 在 动物 


皮质 酮 水 平 ， 试 验 采 集 了 7、 


血浆 皮质 酮 水 平 ,对 应 的 乌 类 羽毛 皮质 酮 水 平 也 显著 高 于 无 植 入 物 的 对 照 组 。Fairhurst 55:531 


9、11 


jdn 


30 min 采集 血液 作为 应 激 诱导 产生 的 皮质 酮 样本 ， 发 现 羽毛 皮质 酮 水 平 可 以 反映 血液 中 基 
酮 水 平 显著 变化 而 且 维持 一 段 时 间 
时 才能 反映 在 羽毛 皮质 酮 水 平 中 ,尽管 血 浆 皮 质 酮 和 羽毛 皮质 酮 水 平 之 间 有 一 定 的 相关 性 ， 


础 的 和 应 激 诱导 产生 的 皮质 酮 水 平 ， 但 只 有 当 血 浆 皮质 


但 并 不 能 使 用 羽毛 皮质 酮 水 平 来 直接 推断 短 时 间 内 血浆 


平 应 成 为 独立 的 糖 皮质 激素 生理 学 测量 指标 653。 有 研究 认为 ， 羽 毛 


皮质 酮 水 平 的 变化 ， 羽 毛皮 质 酮 水 
的 皮质 酮 来 自 于 体 表 


或 与 金属 [ 锅 〈Cd)、 锰 (Mn)、 外 (Co)、 铜 (Cu、 钼 (Mo) ] 和 非 金属 的 富 集 有 关 ， 人 金属 会 影 


响 鸟 类 应 激 轴 的 活性 ， 但 对 羽毛 皮质 酮 的 具体 影响 机 制 还 不 清楚 59， 目 前 也 还 没有 研究 证 


明 乌 类 体 表 能 产生 皮质 酮 561。 皮质 酮 通过 血液 扩散 到 羽毛 中 ， 血 液 皮质 酮 水 平 通常 是 


克 (ng) 数量 级 ， 而 羽毛 皮质 酮 则 是 皮 克 pg) 数量 级 ， 


这 说 明 沉积 过 程 有 一 个 限 


皮质 酮 可 以 作为 应 激 反应 的 一 项 长 期 监测 手段 是 普遍 认同 的 观点 。 
采集 羽毛 进行 糖 皮 质 激 素 的 检测 ， 有 以 下 优势 : 第 一 ， 羽 毛皮 质 酮 作为 激素 测定 的 一 


个 微 损 伤 或 非 损伤 取样 研究 手段 ， 相 比较 血液 损伤 更 小 、 


质 酮 水 平 可 以 反映 整个 应 激 时 间 段 的 糖 皮质 激素 水 平 ， 


在 纳 
JES 


或 者 瓶颈 发 生 63。 虽 然 目前 对 羽毛 皮质 酮 的 形成 机 制 的 认识 尚且 不 完善 ， 但 关于 测定 羽毛 


更 容易 采集 获得 ， 第 二 ， 羽 毛皮 


提供 最 长 时 间 范 围 的 应 激 监 测 ， 同 
时 ， 综 合 检测 也 减少 了 区 分 基础 的 和 应 激 诱 导 产 生 的 糖 皮质 激素 水 平 的 必要 ， 更 关注 于 个 


(FRETI 


f^ 
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131 ” 体 的 整体 水 平 变 化 I， 第 三 ， 羽 毛皮 质 酮 在 羽毛 生长 阶段 就 已 经 形成 了 PB， 比较 稳定 ， 对 


132 ”其 进行 采集 的 时 候 ， 不 会 对 检测 结果 造成 影响 ， 第 四 ， 羽 毛 样 品 采 集 后 ， 储 存在 室温 条 件 
133 下， 长 期 保存 仍然 可 以 用 于 皮质 酮 的 检测 。Kennedy 等 63 的 研究 中 ， 采集 了 博物 馆 在 1964 


lE 


134  —1966 FEMA ZEB ARIS (Agelaius phoeniceus) 标本 的 羽毛 ， 用 来 分 析 羽 毛色 素 沉积 与 羽 


135 ”毛皮 质 酮 水 平 之 间 的 关系 。Fairhust 等 59 则 评估 了 1859—2002 年 143 年 间 羽 毛皮 质 酮 水 平 


136 ”变化 的 趋势 。 在 -20 它 低 温 下 保存 的 羽毛 样本 也 可 用 于 检测 59， 目 前 还 没有 证 据 证 明 羽 毛 


137 ”皮质 酮 水 平 会 随时 间 的 推移 而 逐渐 减少 。 从 羽毛 中 提取 皮质 酮 的 回顾 性 检测 开辟 了 新 的 看 


138 ，” 究 途径 ， 可 以 从 各 种 时 间 背 景 保存 下 来 的 标本 取样 ， 包 括 已 灭绝 的 物种 ， 进 行 皮 质 酮 的 生 
139 ”理性 研究 ， 对 于 理解 历史 上 发 生 的 生态 事件 具有 重要 意义 59]。 


- 140 影响 羽毛 糖 皮质 激素 检测 的 因素 有 如 下 4 个 方面 : 1) 样品 量 。Lattin 等 (7 采集 了 4 只 


CO 14] GS CS. vulgaris) 的 138 RAE, 分 别 将 每 只 鸟 的 羽毛 除去 羽 根 后 切 成 小 块 ， 用 球磨 
eo 142  BUEMEEZSSEXW. FER ARR, 3 CKRUIH 25 T- ROSH 1/8 根 初级 
T ARERIA COD) 重量 范围 的 羽毛 粉末 ， 检 测 其 皮质 酮 
144 水平， 发 现 羽毛 样品 低 于 20mg 时 ， 测 量 结果 偏 高 ， 之 后 才 相 对 稳定 一 些 ， 当 羽毛 样品 大 


] 


N 143 KH) —99mg 〈 大 概 相当 


145 “于 20 mg 的 时 候 才能 避免 重量 带 来 的 问题 。 因 此 ， 实 际 情况 下 ， 当 羽毛 量 较 少 ， 或 者 小 型 


146 ” 鸟 类 的 羽毛 量 不 能 保证 时 ， 为 了 避免 小 样本 问题 ， 减 少 误差 ， 建 议 在 试验 中 将 样品 重量 统 


147 ”一 标准 化 。2) 采集 部 位 。 采 集 羽 毛 样 本 时 ， 一 般 采 集 飞 羽 或 背 羽 。 同 1 只 鸟 同一 时 期 生长 


148 ”出 来 的 相 邻 羽毛 0759， 或 者 左右 对 称 〈 次 级 飞 羽 的 第 5 根 ) 的 2 片 羽 毛皮 质 酮 水 平 相同 59。 


149 ”不 同 的 羽毛 类 型 ， 如 飞 羽 和 体 羽 ， 换 羽 时 间 是 不 一 样 的 ， 检 测 不 同类 型 羽毛 的 皮质 酮 水 平 


150 ”反映 的 是 不 同 的 生命 历史 阶段 的 状况 [中 。3) 激素 的 提取 。 首 先是 羽毛 的 处 理 ， 一 般 是 前 


151 ” 碎 , 或 者 直接 粉碎 , 后 一 种 方法 通过 增加 样本 与 溶剂 的 接触 面积 , 可 以 提高 激素 的 禁 取 率 叫 。 
152 ”羽毛 皮质 酮 的 提取 技术 一 般 是 利用 甲醇 来 禁 取 。Kouwenberg 等 09 发 现在 用 酶 联 免疫 分 析 检 


153 ” 测 皮质 酮 水 平 的 试验 中 ,通过 甲醇 禁 取 后 ， 再 用 乙 有 稍 ( 甲 基 和 氰 ) / 己 烷 进行 茜 取 ， 通 过 后 者 


154 ”纯化 去 除了 影响 试验 分 析 的 化 合 物 ， 使 得 皮质 酮 检测 精度 更 高 ， 结 果 误 差 更 小 〈 经 乙 且 / 


155 ”已 烷 菜 取 的 样品 重复 试验 结果 差异 不 显著 ,只 进行 甲醇 萃取 的 样品 重复 试验 结果 差异 显著 ， 
156 ”所 得 皮质 酮 水 平 差异 较 大 ) ， 且 茶 取 回收 率 为 87%， 进 一 步 禁 取 不 会 造成 大 量 的 皮质 酮 损 


157 ” 失 。4) 使 用 的 抗体 。Lattin 等 0 使 用 Sigma 抗体 得 到 的 羽毛 皮质 酮 水 平 范围 为 2.4[ 红 尾 苇 
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(Buteo jamaicensis )]—6.7 pg CORT/mm[ XX Hii CS. vulgaris )], 而 使 用 Endocrine Sciences 


抗体 无 法 检测 出 羽毛 中 的 皮质 酮 ，Sigma 抗体 比 Endocrine Sciences 抗体 有 更 高 的 交叉 反应 


性 ， 尤 其 是 与 类 固 醇 物质 之 间 ， 比 如 孕 酮 、 脱 氧 皮质 酮 、 举 酮 ， 所 以 在 抗体 的 选用 时 需要 


VER. 


2. 糖 皮质 激素 各 研究 手段 的 评价 


现 阶段 ， 随 着 采样 技术 从 血液 扩展 到 粪便 和 羽毛 , 对 鸟 类 应 激 反应 的 研究 也 不 断 展开 ， 
但 各 种 手段 也 存在 着 一 定 的 局 限 性 : D 从 对 动物 造成 的 损伤 性 来 看 ， 血 液 采 样 对 于 动物 造 


成 的 刺激 最 大 ， 羽 毛 次 之 ， 凑 便 采 样 作 为 一 个 非 损伤 手段 ， 不 需要 捕捉 即 可 获得 ， 很 大 程 
度 上 降低 了 对 动物 的 干扰 。2) 从 样品 获取 的 难 易 程 度 看 ， 除 笼 养 的 乌 类 ， 很 难 采集 野外 生 
存 的 乌 类 的 头 便 ， 野 生 乌 类 的 血液 和 羽毛 采集 需要 捕 抱 ， 对 于 一 些小 型 乌 类 的 血液 采样 是 


很 困难 的 ， 因 而 羽毛 的 采样 方法 显得 尤为 重要 ， 对 羽毛 样本 进行 采集 容易 得 多 ， 乌 类 都 有 


换 羽 的 习性 ， 羽 毛 脱 落后 有 再 生 的 功能 ， 采 集 一 定量 的 完全 长 成 的 羽毛 不 会 对 乌 类 的 飞行 


和 生存 造成 影响 。 另 外 ， 馆 藏 的 标本 、 实 验 室 冻 藏 的 鸟 类 尸体 等 均 可 采集 羽毛 作为 试验 材 


料 [。 对 于 还 处 于 生长 期 的 羽毛 ， 采 集体 羽 会 影响 鸟 类 的 体温 调节 ， 采 集 飞 羽 会 带 来 一 些 
ANA]. 3) 从 保存 条 件 来 看 ， 血 液 样本 需要 在 -20 C 的 条 件 下 进行 保存 ， 凑 便 需要 低 


温 冻 存 、 酒 精 保 存 、 风 干 保存 等 ， 只 有 羽毛 的 保存 没有 特殊 要 求 ， 在 室温 干燥 条 件 下 保存 


即 可 , 不 需要 像 血 液 和 辩 便 那样 需要 特殊 的 保存 和 运输 仪器 , 大 大 减少 了 时 间 和 金钱 成 本 。 
4) 从 样品 的 用 途 来 看 , 通过 血液 可 以 检测 一 整套 的 生理 生化 指标 , 直观 地 显示 了 其 健康 程 
度 、 身 体 状 况 ， 更 全 面 地 反映 了 鸟 类 的 应 激 水 平 ， 虽 然 新 鲜 的 凑 便 和 羽毛 除了 进行 激素 的 


检测 外 ， 也 可 以 进行 基因 等 的 研究 ， 但 血液 样品 用 途 更 广 。5) 从 监测 时 间 来 看 ， 由 于 研究 
者 的 操作 问题 ， 血 液 糖 皮质 激素 短 时 间 内 就 会 引起 应 激 反 应 ， 很 可 能 使 得 最 终 反 映 的 是 短 
时 间 内 糖 皮质 激素 的 状况 03， 而 且 血 液 糖 皮质 激素 水 平 本 身 反映 的 是 动物 瞬时 的 变化 ， 而 


不 是 一 段 时 间 〈 几 天 至 几 周 内 的 综合 变化 "9。 凑 便 糖 皮 质 激素 水 平 能 反映 一 段 时 间 内 的 
应 激 状 况 ， 而 羽毛 皮质 酮 水 平反 映 的 是 羽毛 生长 这 段 时 间 的 整体 水 平 ， 能 够 提供 更 长 时 间 
的 应 激 监 测 。 


[ 液 、 羔 便 和 羽毛 作为 3 种 独立 的 测量 糖 皮质 激素 水 平 的 样品 ， 并 非 互 相 冲 突 ， 它 们 


的 研究 可 以 取长补短 ， 相 互 印证 。 血 液 、 类 便 、 羽 毛 采 样 技 术 的 比较 见 表 1。 从 样本 获取 
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及 其 他 因素 综合 来 


对 应 激 水 平 进 行 长 
层面 上 的 时 间 尺 度 


但 对 于 短期 内 、 有 瞬 


鸟 类 的 状态 进行 综 
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看 ， 羽 毛 激 素 测 定 为 长 期 环境 压力 评判 提供 了 一 个 很 好 的 标准 ， 当 需要 
期 监测 时 ， 羽 毛皮 质 酮 水 平 是 一 个 有 效 的 指标 ， 提 供 了 对 个 体 以 及 种 群 
的 应 激 检测 BI9。 当 血液 样本 不 可 获得 时 ， 羽 毛 样 本 提供 了 为 外 的 选择 ， 
间 的 监测 并 不 适用 ， 而 且 血 液 可 以 同时 收集 一 整套 的 血液 成 分 ， 可 以 对 


合 评 估 。 在 激素 研究 中 ， 采 集 羽 毛 可 以 作为 血液 样品 的 补充 而 不 是 蔡 代 


55, FIRE, Jette 
对 动物 的 干扰 ， 这 
采样 的 补充 手段 ， 
类 ， 血 液 和 粪便 都 
应 激 状况 。 另 外 ， 


行 比较 分 析 ， 得 出 
种 结果 也 使 我 们 对 
术 的 研究 都 有 所 改 


为 应 激 检测 的 一 项 非 损伤 采样 技术 ， 不 需要 捕捉 即 可 采集 ， 大 大 降低 了 
是 其 他 方法 所 不 具备 的 优点 。 所 以 ， 建 议 羽 毛 采 样 可 以 作为 血液 和 辩 便 
共同 作用 于 鸟 类 应 激 状 况 研究 当中 。 然 而 ， 对 于 一 些 野外 生存 的 小 型 鸟 
难以 采集 到 ， 这 种 程度 下 羽毛 采样 其 实 就 是 一 个 替代 手段 来 监测 乌 类 的 
研究 者 可 以 对 同一 种 鸟 类 做 3 种 不 同 采样 技术 的 研究 ， 对 各 自 的 结果 进 


更 加 全 面 的 结论 ， 这 样 可 使 我 们 对 乌 类 的 应 激 状 况 有 更 深入 的 认识 。 这 
不 同 采样 技术 的 研究 结果 的 误差 有 更 加 恰当 的 评估 ， 从 而 使 不 同 采样 技 
进 和 发 展 ， 减 少 自身 局 限 性 。 
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项 目 Items 


表 1 血液 、 凑 便 、 羽 毛 采 样 技术 的 比较 


Table 1 


血液 Blood 


Comparison of blood, feces and feather sampling techniques 


ZE(E Feces 


羽毛 Feather 


对 动物 造成 的 损伤 性 Damage to animal 


干扰 程度 Disturbance degree 


样品 要 求 Sampling requirement 


样品 量 Sampling volume 


样品 获取 方式 Method of sample 


collection 


保存 条 件 Storage condition 


有 一 定 损伤 Some damage 


50—100 uL 


捕捉 Capture 


-20 冷冻 保存 Store frozen at -20 °C 


非 损 伤 Noninvasive 


无 需 捕捉 ， 直 接 采 集 No need to 


capture, direct collection 


-20 人 冷冻 保存 、 室 温 或 低温 条 件 下 


PEE RE. DUC Store frozen at 


P 


-20 °C, preserve in alcohol at either 


ambient temperature or frozen, dried in 


非 损 伤 或 微 损 伤 Noninvasive or micro 
damage 


中 等 Medium 


不 要 求 Not require 
1 根 完整 的 羽毛 At least one complete 


feather 


捕捉 采集 、 换 羽 、 馆 藏 的 标本 、 实 验 室 冻 


藏 的 


F'fK Capture, natural moult , 


da 
» 


museum specimens, dead bird 


室温 保存 Keep at ambient temperature 


an oven 


季节 节律 的 影响 Affected by seasonal 强 Strong 强 Strong gg Weak 

rhythm 

日 节律 的 影响 Affected by circadian 强 Strong 强 Strong 弱 到 无 Weak to none 

rhythm 

与 应 激 相 关 的 指标 Stress-related 皮质 酮 结合 蛋白 CCBGO . WARE 7e) | 尝 酮 、 孕 酮 、 雌 二 醇 、 免 疫 球 蛋 SENH. Ae]. MEER. SREB oS A 

indicators 糖 、 中 性 粒 细胞 /淋巴 细胞 、 免 疫 球 蛋 白 、 血 ”Testosterone， progesterone, estradiol, Testosterone, progesterone, estradiol, 
SULA. SER. Af], NECS immunoglobulins immunoglobulins 


Corticosterone binding globulin (CBG), 
palmitate, glucose, neutrophils/lymphocytes, 
immunoglobulin, plasma creatine kinase, 


testosterone, progesterone, estradiol 


监测 时 间 糖 皮质 激素 水 平 瞬 时 的 变化 An 短 时 间 内 的 应 激 水 平 Stress levels for 羽毛 生长 时 期 的 整体 水 平 ( 几 天 到 几 周 ， 
Duration of monitoring instantaneous snapshot of animal’s a period of time 或 几 个 月 ) The overall level of the period of 
glucocorticoid level feathers growth (days to weeks, or months ) 
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3 ”羽毛 皮质 酮 的 应 用 及 生态 学 意义 

羽毛 皮质 酮 水 平 可 以 用 来 反映 乌 类 的 生理 应 激 状 况 ， 在 乌 类 研究 过 程 中 ， 经 常会 有 一 
些 难 以 开展 的 研究 ， 如 冬季 远洋 鸟 类 、 消 除 直接 的 或 者 调查 者 诱发 的 不 恨 状况 、 血 液 激素 
的 疫病 分 析 等 方面 ， 在 这 些 方面 羽毛 皮质 酮 水 平 都 可 以 作为 一 个 较 好 的 手段 来 进行 监测 B3。 


通过 检测 羽毛 皮质 酮 水 平 ， 可 以 显示 乌 类 如 何 应 对 环境 的 干扰 ， 适 应 不 同 的 生命 历史 阶段 
85。 羽毛 皮质 酮 作为 激素 测定 的 一 个 微 损 伤 或 非 损 伤 性 采样 研究 手段 ， 其 有 可 行 性 和 实用 
性 等 特点 。 目前， 与 羽毛 皮质 酮 相关 的 研究 包括 乌 类 的 身体 状况 066]、 羽 毛 质 量 00、 营 养 
状况 n9、 环 境 丰 容 k@6、 繁 殖 能 力 B360、 嘛 箱 微 气候 [91、 碳 稳定 同位 素 %6、 墨 酮 和 寄生 


虫 对 性 别 装 饰物 的 影响 程度 中 、 色 素 沉积 58%071、 石 油 影 响 [ 久 、 寄 生 虫 感染 31、 城市 化 [六 


等 。 


3.1 ”羽毛 皮质 酮 水 平 与 鸟 类 身体 状态 的 相关 性 

羽毛 皮质 酮 水 平 变化 会 影响 鸟 类 的 繁殖 成 功率 ， 比 如 繁殖 能 力 、 出 飞 率 、 产 卵 数 等 。 
繁殖 能 力 低 的 鸟 类 羽毛 皮质 酮 水 平 较 高 (19， 羽 毛皮 质 酮 水 平 会 影响 锥 鸟 的 出 飞 率 和 出 飞 日 
期 ， 羽 毛皮 质 酮 水 平 低 锥 乌 的 出 飞 率 更 高 ， 出 飞 更 早 B3。 雌 鸟 羽 毛 中 的 皮质 酮 水 平 高 ， 则 
会 影响 当年 的 产 卵 数 ， 但 对 下 一 年 无 影响 ， 雄 鸟 黑色 羽毛 的 数量 作为 一 个 社会 等 级 信号 ， 
与 皮质 酮 水 平 呈 正 相 关 关系 B35]。 


羽毛 皮质 酮 水 平 变化 反映 了 鸟 类 的 健康 状况 ， 影 响 鸟 类 的 生长 和 发 育 。 换 羽 期 间 ， 皮 
质 酮 水 平 升 高 会 导致 鸡毛 质量 降低 19。 和 雏 乌 羽毛 皮质 酮 水 平 高 的 ， 其 体型 和 体重 都 较 小 ， 
离 梨 初 飞 的 可 能 性 更 小 B3]。 狐 禽 中 存在 羽毛 皮质 酮 水 平 与 身体 大 小 呈 负 相关 的 情况 ， 这 表 
明 体 型 较 大 的 乌 类 可 能 经 历 较 少 的 自我 平衡 挑战 ， 或 者 能 更 好 地 应 对 环境 压力 [5。 

羽毛 皮质 酮 水 平 可 以 反映 出 乌 类 在 不 同 的 生活 史 阶 段 以 及 个 体 所 受 的 压力 和 应 对 策略 


的 变化 情况 。L6pez-Jiménez 等 5 对 不 同年 龄 的 黑 弯 (Milvus migrans) 进行 了 羽毛 皮质 酮 


水 平 检测 ， 结 果 显 示 最 年 幼 的 个 体 羽 毛皮 质 酮 水 平 最 高 ， 其 后 随 年 龄 增长 有 逐渐 下 降 的 趋 


35, I~ 岁 时 降 至 最 低 水 平 ， 而 后 在 最 高 龄 个 体 (>12 岁 ) 中 略 有 上 升 ， 表 明了 羽毛 
皮质 酮 水 平 能 捕捉 到 乌 类 在 生活 史 中 经 历 的 最 脆弱 、 最 具 挑 战 性 的 时 期 。 圈 养 条 件 下 的 红 


腿 石 鸡 (Alectoris mu 话 )， 在 繁殖 前 期 ， 当 人 接近 笼 舍 时 即 表现 出 明显 的 受惊 并 出 现 逃 避 的 
行为 ， 但 当 孵 卵 期 开始 时 ， 对 人 的 靠近 表现 出 更 高 的 耐 受 性 ， 此 时 的 羽毛 皮质 酮 水 平 较 繁 
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殖 前 期 仿 低 P35。 


羽毛 皮质 酮 水 平 可 以 作为 预测 个 体 存 活 率 的 指标 。Koren SUIE AEM RAE 


(Passer domesticus) 取 得 肋 部 羽毛 ， 并 在 随后 的 冬季 追踪 这 些 个 体 的 存活 率 ， 发 现 羽 毛皮 质 


酮 水 平和 存活 率 存在 反比 的 关系 , 羽毛 皮质 酮 水 平 较 高 的 个 体 存活 率 显 著 低 于 较 低 的 个 体 。 


3.2 ”影响 羽毛 皮质 酮 水 平 的 生态 因素 


羽毛 皮质 酮 水 平 与 很 多 生态 因素 有 关 ， 比 如 食物 和 营养 状况 、 天 气 和 气候 变化 、4 
状况 等 ， 为 许多 问题 的 研究 提供 了 新 的 角度 。 


HT 
Sit 


IEEE [E48 S Je UE GEAR RIES, MTA IONE LRA ACE «Will 等 对 


FREE CCerorhinca moncerata) 的 研究 发 现 羽 毛皮 质 酮 水 平 与 体重 增长 量 相 关 ， 限 制 乌 


类 饮食 ， 使 得 羽毛 皮质 酮 水 平 升 高 。Kouwenberg 等 9 的 研究 发 现 北极 海 鹦 (Fratercula 


arctica) 纵 乌 羽毛 中 的 皮质 酮 水 平 受 营养 状况 影响 ， 营 养 状况 好 的 雏 乌 羽毛 皮质 酮 水 平 低 ， 
食物 摄取 少 的 雏 乌 羽毛 皮质 酮 水 平 高 ， 皮 质 酮 水 平 的 升 高 有 可 能 会 促进 雏 乌 的 乞 食 行 为 。 


气候 变化 会 影响 鸟 类 羽毛 皮质 酮 水 平 。Legagneux 等 上 5 以 温度 、 降 水 和 北大 西洋 涛 动 


为 环境 因子 ， 通 过 5 年 的 监测 研究 发 现 ， 欧 绒 鸭 (Somateria mollissima) 的 羽毛 皮质 酮 水 


平 受 外 部 环境 条 件 的 影响 较 大 ， 而 与 繁殖 投入 、 繁 殖 时 间 和 繁殖 前 期 身体 状况 没有 联系 。 
环境 条 件 是 影响 欧 绕 鸭 换 羽 期 应 激 反应 的 最 重要 主要 因素 ， 夏 季 和 秋 初 的 砚 食 条 件 会 影响 


换 羽 期 间 皮 质 酮 水 平 。 换 羽 期 或 换 羽 前 期 是 雌性 重新 补充 能 量 的 时 间 段 ， 气 温 的 改变 使 得 


它们 的 食物 (主要 是 水 生生 物 ) 在 质量 和 数量 上 发 生变 化 ， 从 而 出 现 气候 变化 导致 应 激 反 
NAE. 


城市 化 对 不 同 物种 的 影响 有 差异 ， 这 种 差异 体现 在 乌 类 的 生理 应 激 水 平 变 化 上 。 通 过 


MIDS CAthene cunicularia) 的 尾羽 皮质 酮 水 平 ， 发 现 城市 和 农村 乌 类 的 羽毛 皮质 酮 


水 平 基本 相同 ， 这 表明 城市 生活 并 不 会 增加 鸟 类 的 生理 应 激 ， 进 一 步 表 明 乌 类 在 各 种 栖息 
地 中 个 体 的 分 布 是 非 随机 的 [ 鸣 。 


4 ”研究 展望 


羽毛 皮质 酮 水 平 检测 作为 鸟 类 应 激 的 一 个 长 期 的 监测 手段 ， 可 以 监测 天 气 和 气候 、 食 
物资 源 、 生境 状 况 变 化 这 些 外 在 干扰 对 乌 类 的 影响 ,但 目前 仍 有 一 些 还 没有 解决 的 问题 : 1) 


关于 皮质 酮 在 羽毛 中 的 扩散 机 制 问题 。 皮 质 酮 通过 血液 扩散 到 羽毛 中 ， 这 个 过 程 有 一 个 限 
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素 或 者 瓶颈 发 生 ， 但 是 具体 机 制 目前 还 不 是 很 清楚 。 关 于 羽毛 皮质 酮 形成 机 制 还 需要 
研究 , 全 面 地 理解 影响 和 限制 皮质 酮 沉积 的 因素 应 该 成 为 未 来 研究 的 重点 。2) 关于 采 


样 所 取 的 羽毛 是 否 具有 代表 性 的 问题 。 在 对 羽毛 皮质 酮 水 平 检测 的 试验 中 ， 一 般 采 集 飞 羽 
或 者 体 羽 ， 但 是 关于 采集 的 羽毛 是 否 上 共有 代表 性 的 问题 还 不 清楚 ， 取 某 一 特定 地 方 的 羽毛 


是 否 能 代表 这 只 鸟 类 的 激素 水 平 ? 一 些 雁 鸭 类 乌 类 ， 在 每 年 的 夏 末 繁殖 期 结束 后 ， 所 有 的 


飞 羽 同时 换 羽 。 但 对 于 不 是 同时 换 羽 的 鸟 类 来 说 ， 换 羽 时 间 的 差异 是 否 会 对 试验 结果 造成 


影响 ? 虽然 同一 只 鸟 同一 时 期 生长 出 来 的 相 邻 或 者 对 称 的 2 根 飞 羽 皮 质 酮 水 平 相等 ， 但 初 


级 飞 羽 与 次 级 飞 羽 或 者 三 级 飞 羽 ， 这 些 羽 毛 之 间 的 皮质 酮 水 平 差异 性 不 得 而 知 。 此 外 ， 关 
于 羽毛 皮质 酮 的 生态 学 意义 也 是 未 来 研究 的 重点 。 
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Abstract: Glucocorticoid could be used to reflect the stress level of birds and to understand the 
environmental influence on bird survival and reproduction. In previous studies, blood, feces and 
feather were used as glucocorticoid test materials of birds. But so far only blood and feces were 
used in Chinese references. The feather glucocorticoids detection and its ecological research are 
still almost in blank, and the hormone detection method need to be further studied. In this article, 
we reviewed the research progress of blood, feces and feather sampling techniques, including the 
advantages and disadvantages of each sampling technique and factors affecting the detection 
rates. And then we discussed the importance of the feather sampling as a noninvasive or micro 
damage sampling technique in stress monitoring of birds. We suggest that feather sampling 
technology complement the sampling of blood and feces rather than the alternative hormone 
studies. Based on this study, the application of feather corticosteroid testing is discussed. Its 
formation mechanism and ecological significance could be the focus of future research. 
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